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ABC   Avidin-Biotin-Complex 
Aqua dest.  aqua destillata 
bFGF   basic fibroblast growth factor 
CaCl2   Kalziumchlorid 
DAB   Diaminobenzidin 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
EGF   epidermal growth factor  
EZM   extrazelluläre Matrix 
FGF   fibroblast growth factor 
HE   Hämatoxylin-Eosin 
H2O2   Wasserstoffperoxid 
HRP   horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase) 
IL   Interleukin 
I-Smad  Inhibitory-Smad 
KGF   keratinocyte growth factor 
KO   knock out 
LI   Labeling-Index 
NaCl2   Natriumchlorid 
_____________________________________________________Abkürzungsverzeichnis 
  
Op   Operation 
p   Wahrscheinlichkeit 
PDGF   platelet derived growth factor 
RNA   Ribonukleinsäure 
R-Smad  receptor- activated Smad 
SMA   smooth muscle actin 
Smad   Mothers against decapentaplegic homolog 
TGF   transforming growth factor 
Tris   Tris (hydroxymethyl)-aminomethan 
VEGF   vascular endothelial growth factor 
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Die Wundheilung stellt einen elementaren Mechanismus für das Überleben des 
menschlichen Organismus dar. Nach Verletzung eines Gewebes wäre es 
wünschenswert, dass in jedem Fall eine Regeneration des Defektes durch 
gleichwertigen Gewebeersatz erfolgt d.h. eine narbenlose Abheilung. Da 
fibrotische Veränderungen mit einer übersteigerten Myofibroblastenfunktion in 
Zusammenhang stehen, war in der gegenwärtigen Studie von primärem Interesse, 
inwieweit die heilungsassoziierte Wundkontraktion von der Funktion TGF-betas 
und der Reepithelialisierung beeinflusst wird. Die Aktivität von TGF-beta wurde 
indirekt über dessen intrazelluläre Mediatoren Smad2/3 und Smad7 ermittelt. 
Weiterhin wurde überprüft, ob Unterschiede im Expressionsprofil der Smad-
Proteine zwischen primären und sekundären Wundheilungsmodell existieren. Im 
Rahmen vorliegender Studie wurden 55 Mäuse des Inzucht-Stammes C57/BL6 
Jax verwendet. Es wurden 2 Exzisionswunden definierter Größe in der 
Leistenregion gesetzt. Die dabei gewonnene Haut diente der Etablierung eines 
Kontrollstandards. Eine der Wunden wurde der freien Granulation überlassen 
(sekundäre Wundheilung), während die andere Seite mit 3 Einzelknopfnähten 
verschlossen wurde (primäre Wundheilung). Nach 3, 7, 14, 22 und 28 Tagen 
erfolgte aus beiden Wundbereichen die Probenentnahme. Der Nachweis der 
Smad2/3- und Smad7-Proteine gelang mittels der ABC (Avidin-Biotin-Komplex)-
Methode und zur anschließenden Quantifizierung diente der Labeling-Index. Alle 
Proben wurden Hämatoxylin-Eosin gefärbt und im Anschluss histomorphometrisch 
vermessen um das Ausmaß der Wundkontraktion und der Epithelialisierung zu 
ermitteln. Anhand der vorliegenden Ergebnisse konnte nachgewiesen werden, 
dass die Smad2/3- und die Smad7-Aktivität in beiden Wundheilungsmodellen an 
Tag 3, 7 und 14 signifikant höher (p ≤ 0,05) ist als die der Kontrollhäute. 
Außerdem konnte gezeigt werden, dass ein hoher TGF-beta-Spiegel die 
Wundkontraktion fördert. Eine Senkung der TGF-beta-Aktivität führte hingegen zur 
Steigerung der Reepithelialisierung. Die Ausbildung der Epitheldecke inhibierte 
eine weitere Myofibroblastentätigkeit und die Wundkontraktion stagnierte. 
Signifikante Unterschiede zwischen der primären und sekundären Wundheilung 




nicht nachweisbar. Lediglich an Tag 7 konnte ein signifikanter Unterschied 
zwischen beiden Heilungsvarianten in Hinblick auf die Wundbreite belegt werden. 
Die Ergebnisse zeigen, dass die Betrachtung der TGF-beta-Aktivität für die 






2.1 Klinische Bedeutung sekundärer Wundheilung 
Grundsätzlich gibt es zwei Arten von Wundheilungsstörungen: die verzögerte 
Wundheilung, die vorrangig Patienten mit Radatio, Immunsupression und 
Vorerkrankungen wie Diabetes betrifft und die überschießende Wundheilung, die 
mit der Ausbildung von breiten fibrotischen Narben einhergeht. Letztere treten auf, 
wenn man nicht entlang der Langer´schen Hautlinien schneidet, bei Patienten mit 
genetischer Prädisposition oder bei großen der freien Granulation überlassenden 
Wunden, wie z.B. bei Verbrennungen, eitrig-infizierten oder unter Spannung 
stehenden Wunden. Die Patienten klagen häufig über die mangelhafte Ästhetik, 
Schmerzen und Spannungsgefühle. Besonders Verbrennungsopfer leiden 
zusätzlich unter dem limitierten Bewegungsradius der Gelenke und Wachstums-
einschränkungen. Auch intraorale Defekte mit freiliegendem Periost, wie sie z.B. 
nach Vestibulumplastiken entstehen, neigen wenn man sie der sekundären 
Epithelialisierung überlässt zu Gewebeschrumpfungen und führen häufig zu 
Rezidiven. Aus diesem Grund sind offene Vestibulumplastiken heute obsolet und 
die Defekte werden mit Spalthaut oder freien Transplantaten der Wangen- bzw. 
Gaumenschleimhaut gedeckt. Diese freien Transplantate sind allerdings nur 
begrenzt verfügbar und können ästhetisch unbefriedigend ausfallen. Um 
großflächige Wunden zu decken, werden daher aus gesunden Körperregionen 
sogenannte „mesh-grafts“ generiert. Weitere Möglichkeiten Heilungsdefizite zu 
therapieren stellen das „Tissue Engineering“ oder die topische Applikation von 
zytokinhaltigen Medikamenten (z.B. Becaplermin) dar (Wieman et al. 1998).  
 
2.2 Physiologische Wundheilung 
Die Wundheilung umfasst alle physiologischen Vorgänge zur Rekonstruktion 
zerstörten Gewebes, die insbesondere durch Neubildung von Bindegewebe und 
Blutgefäßen den Verschluss einer Wunde bewirken. Ziel ist die vollständige 




Wundheilung (Sanatio per primam intentionem) findet bei sauberen, gut 
durchbluteten Wundrändern statt, die durch Nähte aneinander adaptiert wurden. 
Es erfolgt ein rascher komplikationsloser Verschluss mit minimaler 
Bindegewebeneubildung und folglich mit geringer Narbenentstehung. Bei 
Wundinfektionen oder weit klaffenden Wundrändern heilt die Wunde sekundär 
(Sanatio per secundam intentionem). Der Defekt wird in diesem Fall mit 
Granulationsgewebe aufgefüllt und es bilden sich breite fibrotische Narben aus. 
Die physiologische Wundheilung gliedert sich allgemein in drei verschiedene 
Phasen, die sich teilweise überschneiden. 
1. Inflammatorische Phase 
2. Proliferative Phase 
3. Regenerative Phase 
Während der Entzündungsphase kommt es nach Verletzung der Kutis durch 
exogene Aktivierung der Gerinnungskaskade zur Bildung eines Fibrinpfropfes. 
Dieser stoppt die Blutung, schützt die offene Wundfläche vor Verunreinigungen 
und dient migrierenden Zellen als provisorische Matrix. Bakterienprodukte, 
Komplementaktivierung und Plättchendegranulation ziehen in der frühen 
Entzündungsphase primär neutrophile Granulozyten an, die durch Proteinasen 
und andere Enzyme Infektionen verhindern (Werner und Grose 2003). Nach 48-72 
Stunden dominieren Makrophagen das histologische Bild der Wunde. Sie sind in 
der Lage Glykoproteine zu sezernieren, die die Produktion und Organisation von 
Extrazellularmatrix sowie die Proliferation von Endothel- und Muskelzellen 
regulieren (Singer und Clark 1999). In der Proliferationsphase, die sich vom 2.-10. 
Tag nach Verletzung erstreckt, migrieren basale Keratinozyten in die Wunde. 
Aktiviert durch EGF, TGF und KGF bedecken die Keratinozyten den Wundbereich 
und bilden ein neues mehrschichtiges Plattenepithel aus (Martin 1997, Singer und 
Clark 1999). Zeitgleich teilen sich die Fibroblasten im Bereich der Wundränder, 
aktiviert durch PDGF, TGF-beta 1 und FGF (Schaffer und Becker 1999). Sie 
wandern in den traumatisierten Bereich ein und produzieren Extrazellularmatrix 
wie Fibronectin und Kollagen vom Typ 1 und 3. Zusätzlich fördern die Faktoren 
VEGF und bFGF das Einsprossen neuer Blutgefäße in das Wundgebiet 




durch Granulationsgewebe ersetzt. Ferner differenzieren sich Fibroblasten, 
bedingt durch TGF-beta 1, EZM-Proteine und durch erhöhte Gewebespannung, zu 
Myofibroblasten (Tomasek et al. 2002). Sie produzieren das alpha-smooth-muscle 
Actin, das in das Zytoskelett der Zellen integriert wird, und üben so Zugkräfte auf 
die umgebende Extrazellularmatrix aus (Hinz et al. 2001a). In der regenerativen 
Phase, die sich über mehrere Monate erstrecken kann, wird das kontrahierte 
Granulationsgewebe sukzessiv durch Narbengewebe ersetzt. Die an der 
Regeneration des Gewebes beteiligten Zellen sterben anschließend den 
„programmierten Zelltod“ und die Aktivität der Wundheilungsprozesse sinkt. 
Matrix-Metallo-Proteinasen wandeln Kollagen vom Typ 3 in den Typ 1 um. Das 
Gewebe wird gestärkt, erhält aber nie die Eigenschaften (z.B. die Zugspannung) 
unverletzter Haut (Levenson et al. 1965, Lovvorn et al. 1999). 
 
2.3 Rolle der Myofibroblasten hinsichtlich der sekundären Wundheilung 
Die Ursache von Wundheilungsstörungen ist häufig auf molekularer Ebene zu 
suchen. Eine Schlüsselrolle scheint dabei der Myofibroblast zu spielen 
(Desmouliere et al. 2005, Gabbiani 2003). In pathologischen Wundheilungs-
prozessen persistiert die Aktivität dieser kontraktilen Zellen und die Folge sind 
dann fibrotische Veränderungen in Organen. Prinzipiell reagieren Myofibroblasten 
auf physikalische Faktoren und auf Zytokine, die den Aktivitätslevel bestimmen 
und folglich auf den Heilungsverlauf wirken. Abbildung 1-1 gibt einen Überblick 
über die Größen, die Einfluss auf die Aktivität von Myofibroblasten und somit auf 
die Entstehung von hypertrophen Narben haben.                                                                                          
 











TGF-beta unterstützt während der Proliferationsphase die Differenzierung vom 
Fibroblasten zum Myofibroblasten durch Expression des alpha-smooth-muscle 
Actins und wirkt somit positiv auf die Wundkontraktion (Feng und Derynck 2005, 
Tomasek et al. 2002). TGF-beta vermittelt seine Signale hauptsächlich über 
Smad-Proteine. Dabei handelt es sich um intrazelluläre Mediatoren, die als 
nukleare Transkriptionsaktivatoren agieren (Derynck et al. 1998, Massague 1998). 
Die sogenannten R-Smad (receptor-activated) 2 und 3 fördern die Expression 
TGF-beta-responsiver Gene, die I (inhibitory)-Smads 6 und 7 hingegen 
unterbrechen die Signalkaskade. Ist der Wundbereich vollständig epithelialisiert, 
sinkt die alpha-SMA-Aktivität und die Myofibroblasten werden apoptotisch 
(Desmouliere et al. 1995). Induzierender Faktor scheint das Interleukin-1 zu sein, 
das zeitgerecht von den Wundkeratinozyten sezerniert wird um eine weitere TGF-
beta-vermittelte alpha-SMA-Expression zu unterdrücken (Kanangat et al. 2006, 
Shephard et al. 2004b). Ein dritter Faktor, der auf die Wundkontraktion und folglich 
auf die Narbenentstehung wirkt, sind die physikalischen Gegebenheiten in der 
Wunde. Verändert sich nach einer Verletzung die mechanische Umwelt der EZM, 
erfolgt die Inkorporation von alpha-SMA in die Spannungsfasern der 
Myofibroblasten und verleiht ihnen so ihre hohe Kontraktilität (Eckes und Krieg 
2004, Hinz et al. 2001b, Marenzana et al. 2006). Hält die mechanische 
Beanspruchung aufgrund der reduzierten Apoptose an sind hypertrophe Narben 










3 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 
Die Versorgung chronischer Wunden und hypertropher Narben stellt noch immer 
ein Problem dar. Sekundär heilende Wunden führen zu einer erheblichen 
perioperativen Morbidität der Patienten. Ökonomische Aspekte sollten ebenfalls 
nicht außer Acht gelassen werden. Hauptfaktor der Narbenkontraktion ist der 
Myofibroblast, der durch TGF-beta und Zug aktiviert und durch vollständige 
Epithelialisierung apoptotisch wird. Vor diesem Hintergrund war es Ziel der Arbeit 
das Expressionsprofil der R-Smads 2/3 und des I-Smads 7 über einen Zeitraum 
von 28 Tagen posttraumatisch zu erfassen und einen Zusammenhang zur 
Wundkontraktion und Reepithelialisierung herzustellen. Es werden folgende 
Fragestellungen untersucht: 
 
I. Welchen Einfluss hat das Ausmaß des chirurgischen Operationstraumas 
auf die Expression inhibitorischer Transkriptionsfaktoren des TGF-beta 
Pathway?  
 
II. Hat das Ausmaß des chirurgischen Traumas eine Auswirkung auf das 
nukleoplasmatische Shutteling aktivierter Smad2/3 Komplexe? 
 
III. Werden die heilungsassoziierten Reepithelialisierungsvorgänge durch die 
Aktivität der TGF-beta Smad -Achse beeinflusst? 
 
IV. Welcher Zusammenhang besteht zwischen Reepithelialisierung und 
Wundkontraktion? 
 







4 Material  
4.1 Versuchstiere 
Im Rahmen vorliegender Studie wurden 55 Mäuse des Inzucht-Stammes C57/BL6 
Jax (Service Einheit Kleinnager, Uniklinikum Jena) verwendet. Das 
durchschnittliche Alter der Tiere betrug zu Studienbeginn 8-14 Wochen. Ihr 
Körpergewicht lag zwischen 16 und 31 g. Die Tiere wurden zur Identifikation mit 
Ohrlochmarkierung versehen und während des Versuchszeitraumes in Makrolon 
Typ II-long – Käfigen (bis zu 6 Tiere pro Käfig) in den Räumen der Quarantäne der 
Service Einheit Kleinnager im Forschungszentrum Lobeda gehalten. Die 
Umgebungstemperatur lag bei 22 + 2 °C, die Luftfeuchte betrug 40-60%. Ein 
Luftaustausch von 12x pro Stunde, sowie ein Hell-Dunkelrhythmus von 14 h hell 
und 10 h dunkel waren gewährleistet. Die Tiere erhielten eine pelletierte 
Nagerstandarddiät und mit Salzsäure pH 2,7-3,0 angesäuertes, autoklaviertes 
Leitungswasser ad libitum. Die Studie wurde auf Grundlage des vom Thüringer 
Landesamt für Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz genehmigten 
Tierversuchsantrags (Reg.-Nr. 02-12/05) durchgeführt. 
 
4.2 Geräte  
Feuchtkammer   Magnetic Immuno Staining Tray, (Cell Path,   
                 Newtown Großbritannien) 
Käfige    Makrolon Typ II- long (Techniplast, Varese Italien) 
Magnetrührer IKA® RCT basic, (IKA® Werke GmbH & Co. KG, 
Staufen Deutschland) 
Mikrotom   Leica RM 2145, (Leica Microsystems GmbH,   
    Wetzlar Deutschland) 




Trockenschrank Heraeus Instruments, (Heraeus Holding GmbH,       
Hanau Deutschland) 
Vortexer   Vortex-Genie 2, (Scientific Industries, Inc.,   
    Bohemia USA) 
Waage   Sartorius LE 323S, (Sartorius AG,   
    Göttingen Deutschland) 
 
4.3 Verbrauchsartikel und Chemikalien 
CaCl2    (Merck KGaA, Darmstadt Deutschland) 
Deckgläser 24x50mm, (Menzel GmbH & Co. KG,     
Braunschweig Deutschland) 
Diethylether (Fischar, Saarbrücken Deutschland) 
Eosin    (Merck KGaA, Darmstadt Deutschland) 
Essigsäure 2%, (Dr. K. Hollborn & Söhne GmbH & Co KG,    
Leipzig Deutschland) 
Eukitt    (O. Kindler GmbH & Co., Freiburg Deutschland) 
Fettstift   Dako Pen, (Dako, Glostrup Dänemark) 
Formalin 5%, (Otto Fischar GmbH & Co. KG,        
Saarbrücken Deutschland) 
Hämalaun (Merck KGaA, Darmstadt Deutschland) 
Isopropanol 100%, (Carl Roth GmbH + Co. KG,                     
Karlsruhe Deutschland) 




Mariderm 4-0 (Catgut, Markneukirchen Deutschland) 
Methanol (Mallinckrodt Baker B.V., Deventer Niederlande) 
NaCl (Mallinckrodt Baker B.V., Deventer Niederlande) 
Nagerstandarddiät V1534-300 Haltungsfutter, (Ssniff, Soest Deutschland) 
Objektträger 25x75x1mm SuperFrost, (Menzel GmbH & Co. KG, 
Braunschweig Deutschland) 
Paraffin (Merck KGaA, Darmstadt Deutschland) 
Pipetten    (Copan, Brescia Italien) 
Softasept N    (Braun, Melsungen Deutschland) 
Tris(hydroxymethyl) (Merck KGaA, Darmstadt Deutschland)                  
-aminomethan 
Trypsin Gibco, (Invitrogen GmbH, Karlsruhe Deutschland)  
Tween 20   (Dako, Glostrup Dänemark) 
H2O2 30%, (Carl Roth GmbH + Co. KG,              
Karlsruhe Deutschland) 
Xylol    (Merck KGaA, Darmstadt Deutschland) 
 
4.4 Material Immunhistochemie 
Antibody Diluent  (Dako, Glostrup Dänemark) 
DAB (Dako, Glostrup Dänemark) 




Normalserum Rabbit-Serum, (Dako, Glostrup Dänemark) 
Primärantikörper  goat, polyklonal, Clon: sc-6032,                                    
Smad 2/3 (N-19)                (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz USA)                              
    
Primärantikörper  goat, polyklonal, Clon: sc-7004,                                                                                                
Smad 7 (N-19)  (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz USA) 
Sekundärantikörper rabbit, anti-goat biotinyliert, (Dako, Glostrup Dänemark) 
 
4.5 Lösungen 
Blotto    2,5g Magermilchpulver, 50ml Tris-Lsg., 50µl Tween 20 
Tris- Puffer 100ml Stamm- Lösung, 900ml Aqua dest.,                                   
0,2-0,5 ml Tween 20 
Stamm-Lösung 60,5g Tris(hydroxymethyl) -aminomethan in 700ml 
Aqua dest. lösen, Lösung bis 1000ml mit Aqua dest. 
auffüllen, 90g NaCl darin lösen, Ph-Wert auf 7,6 
einstellen 
Trypsin (0,1%) 100mg CaCl2 in 100ml Tris-Puffer lösen und Ph-Wert 
auf 7,8 einstellen, 10 Minuten vor Gebrauch 100mg 










5.1 Gewinnung der Proben 
Die Narkose der Tiere erfolgte mittels Ether-Dampf. Die Augen der Tiere wurden 
zum Schutz vor Austrocknung mit NaCl-getränkten Gazetupfern zugebunden. Im 
Anschluss erfolgte die Fixation der Tiere in Rückenlage mittels Heftpflaster auf 
einem Plexiglas-Op-Brett. Vor der Probenentnahme wurde die Leistenregion 
bilateral enthaart und mit Softasept N desinfizierend abgerieben. Es wurden 2 
Exzisionswunden definierter Größe in der Leistenregion gesetzt. Die dabei 
anfallende Haut wurde zur Etablierung eines Kontrollstandards asserviert. Eine 
der Wunden wurde der freien Granulation überlassen (sekundäre Wunde), 
während die Andere mit drei Einzelknopfnähten verschlossen wurde (primäre 








Abb. 5-1: Lokalisation der Probenentnahme 
 
Nach 3, 7, 14, 22 und 28 Tagen wurden die Tiere durch Hyperinsuflation mit 
Etherdampf getötet und es wurden Proben aus den Wundgebieten entnommen. 
Die Eingriffe erfolgten bilateral.  
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5.2 Fixierung und Einbettung 
Die gewonnenen Biopsate wurden in 5%ig gepufferten Formalin fixiert, um die 
Zerstörung der Proteine (Antigene) durch Autolyse oder Fäulnis zu verhindern. Die 
Proben wurden dauergewässert, in 70%igen Alkohol gestellt und anschließend 
über die aufsteigende Alkoholreihe dehydriert. Im letzten Schritt werden die 
Proben über das Zwischenmedium Xylol in Paraffin eingebettet. 
 
5.3 Herstellung von Schnittpräparaten 
Aus den tiefgefrorenen Paraffinblöcken wurden, mit Hilfe des Mikrotoms, Schnitte 
von 4µm Schichtdicke gewonnen. Diese Schnitte wurden zunächst in ein 
Kaltwasserbad (22°C) überführt und auf beschichtete Objektträger gezogen. 
Anschießend gelangten die Objektträger in ein Wärmestreckbad (50°C) um die 
Schnitte zu glätten. Im Weiteren trockneten die Schnittpräparate über Nacht im 
Wärmeschrank bei 37°C, um unter dem Schnitten verbliebenes Wasser 
vollständig zur Abtrocknung zu bringen. Bei der Herstellung der Schnittpräparate 
wurde darauf geachtet, dass die Gewebeschnitte eine gute Qualität besitzen. Die 
Herstellung von zu dicken Schnitten würde das immunhistochemische 
Färbeergebnis beeinträchtigen. 
 
5.4 Hämatoxylin- Eosin- Färbung 
Von allen Präparaten wurde eine HE-Färbung angefertigt, um diese 
histomorphometrisch auszuwerten. Zunächst wurden die Schnitte mittels Xylol (1x 
10 Minuten in Xylol 2 und 1x 10 Minuten in Xylol 1) entparaffiniert und 
anschließend über die absteigende Alkoholreihe (2x 1 Minute 100% Isopropanol,  
1 Minute 96% Isopropanol, 1 Minute 80% Isopropanol, 1 Minute 60% Isopropanol, 
1 Minute 50% Isopropanol) rehydriert. Danach wurden die Schnitte in Aqua dest. 
gespült. Anschließend wurden die Schnitte 20 Minuten mit Hämalaun nach Mayer 
gefärbt und 7 Minuten im Leitungswasser gebläut. Im Ergebnis erhält man blau 
eingefärbte Zellkerne. Nach kurzem Spülen in Aqua dest. wurde die 
______________________________________________________________     Methode 
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Zytoplasmafärbung 5-10 Minuten in Eosin durchgeführt. Nach nochmaligem 
kurzen Spülen in Aqua dest. erfolgten die Dehydrierung der Schnitte mittels 
aufsteigender Alkoholreihe und anschließend das Eindecken mit Eukitt. 
 
5.5  Immunhistochemie 
Der Nachweis der Proteine Smad2/3 und Smad7 erfolgte über die indirekte 
Immunhistochemie mit der ABC (Avidin-Biotin-Komplex)-Methode. Bei diesem 
Vorgehen verwendet man 3 entscheidende Reagenzien: einen Primärantikörper, 
einen Sekundärantikörper (Brückenantikörper) und den Strept-Avidin-Biotin-
Komplex, Abb. 5-2.  
 
Abb. 5-2: Schematische Darstellung der ABC-Methode  
Der erste Antikörper ist spezifisch für das Antigen und lokalisiert es. Der zweite 
Antikörper bindet an den Ersten und ist mit Biotin markiert d.h. biotinyliert. An den 
Brückenantikörper bindet das dritte Reagenz, der Avidin-Biotin-Komplex, indem 
man sich die Affinität von Avidin und Biotin zunutze macht. An den Komplex ist ein 
Enzym gekoppelt, die Peroxidase. Das Chromogen Diaminobenzidin (DAB) ist in 
der Lage die Peroxidase und somit auch das Antigen sichtbar zu machen. Im 
Folgenden sollen die einzelnen Schritte kurz dargestellt werden. 
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Zu Beginn wurden die Paraffinschnitte mittels Xylol (1x 10 Minuten in Xylol 2 und 
1x 10 Minuten in Xylol 1) entparaffiniert und durch die absteigende Alkoholreihe 
(2x 1 Minute 100% Isopropanol, 1 Minute 96% Isopropanol, 1 Minute 80% 
Isopropanol, 1 Minute 60% Isopropanol, 1 Minute 50% Isopropanol) rehydriert.  
Anschließend erfolgte das 3malige Spülen im Waschpuffer für jeweils 5 Minuten. 
Es wurde ein Tris-Puffer mit einem Ph-Wert von 7,6 verwendet, dessen Stringenz 
(erhöhte Waschkraft) mit Hilfe von Tween 20 gesteigert wurde. Diese Pufferlösung 
wird in der Immunhistochemie zwischen den einzelnen Arbeitsschritten genutzt, 
um ungebundene oder unspezifisch gebundene Antikörper vom Schnitt herunter 
zu spülen. Auf diese Weise gewährleistet man eine spezifische Antikörperbindung. 
Je sauberer ein Puffer wäscht, desto weniger unspezifische Hintergrundfärbungen 
werden das spätere Endergebnis der Färbung beeinträchtigen. 
Der Farbstoff DAB kann nicht zwischen Biotin-Avidin gekoppelter und endogener 
d.h. im Gewebe vorhandener Peroxidase unterscheiden. Aus diesem Grund wurde 
im nächsten Schritt die endogene Peroxidase inhibiert, um falsch-positive 
Ergebnisse zu vermeiden. Zunächst inkubiert man die Schnitte für 20 Minuten in 
einer Wasserstoffperoxid-haltigen Lösung (90ml Methanol, 140ml Wasser und 
1,2ml 30%igen H202) und wäscht sie danach 3malig in Tris. 
Sowohl durch Formalinfixierung provozierte Aldehydvernetzungen als auch durch 
Strukturveränderungen, kann sich das Antigen soweit verändern, dass es nicht 
mehr vom Antikörper erkannt wird. Aus diesem Grund erfolgte die enzymatische 
Demaskierung mit Trypsin (0,1%) bei 37°C im Wasserbad für 8 Minuten um die für 
den Primärantikörper spezifischen Epitope im Gewebe freizulegen. Im Anschluss 
wurden die Schnitte für jeweils 5 Minuten in Leitungswasser, Aqua dest. und 3mal 
in Tris gespült um eine anhaltende Enzymwirkung zu unterbinden. 
Ein weiterer Schritt um unspezifische Färbungen zu verhindern, ist das Blockieren 
mit dem Normalserum (Rabbit-Serum). Man verwendet ein Serum, das der 
gleichen Tierspezies entstammt wie der Sekundärantikörper und nicht mit den 
nachzuweisenden Antigenen immunisiert wurde. Die Wirkung beruht auf einer 
Absättigung von elektrostatischen Ladungen der Proteine im Biopsat, sodass der 
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nachfolgende Primärantikörper nur noch spezifische Bindungen eingeht. Nach 
Umranden der Präparate mit einem Fettstift, wurde eine Mischung aus Blotto und 
Normalserum (5µl Serum auf 1ml Blotto) aufgetragen. Das Magermilchpulver 
besitzt ebenfalls die positive Eigenschaft Hintergrundreaktionen zu minimieren. 
Die Schnitte wurden 30 Minuten in Feuchtkammern bei Raumtemperatur inkubiert. 
Man verwendet Feuchtkammern um die Verdunstung der aufgetragenen 
Lösungen zu reduzieren. 
Nach Abkippen des Normalserums wird der, mit Antibody Diluent verdünnte, 
Primärantikörper (Goat, polyklonal, Verdünnung 1:40) aufgetragen und über Nacht 
bei 4°C in den Feuchtkammern inkubiert. Parallel wurde auf den Schnitten eine 
Kontrolle mitgeführt. Sie wurde nicht mit dem Primärantikörper inkubiert, sondern 
lediglich mit Antibody Diluent. Die Kontrollprobe dient als Nachweis der 
spezifischen Antikörperbindungen und sollte daher nach Auftragen des 
Chromogens keine DAB-Färbung aufweisen. Tritt wider Erwarten ein 
Farbumschlag auf kann es in erster Linie daran liegen, dass die endogene 
Peroxidase nicht ausreichend eliminiert wurde oder dass die Antikörper  
unspezifische Proteinbindungen eingegangen sind. Im Anschluss wurden die 
Schnitte für 3x 5 Minuten in Tris gespült. 
Im nächsten Schritt erfolgte die Inkubation mit dem in Tris verdünnten 
Sekundärantikörper (Rabbit, Anti-Goat, Verdünnung 1:100). Diese Inkubation 
erfolgte ebenfalls für 30 Minuten in Feuchtkammern bei Zimmertemperatur. Um 
ungebundene Antikörper vom Schnitt zu waschen, wurden die Schnitte wieder für 
3x 5 Minuten in Tris gespült. 
Damit sich ausreichend Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexe bilden, wird die HRP 
BioFX (auf 1ml Tris 1µl HRP) 30 Minuten vor Gebrauch angesetzt. Das 
Untersuchungsmaterial wird dann 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Nach 3 weiteren Waschschritten in Tris erfolgt die Detektion mit dem Farbstoff 
Diaminobenzidin (DAB). Die Peroxidase bildet mit seinem Substrat Wasserstoff-
peroxid einen Komplex, wobei DAB als Elektronendonator fungiert. Nach ungefähr 
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5 Minuten wurde die gewünschte Farbintensität erreicht und das Chromogen mit 
Aqua dest. von den Schnitten gespült. 
Abschließend erfolgten die Gegenfärbung mit Hämalaun nach Mayer, die 
Entwässerung der Schnitte mittels aufsteigender Alkoholreihe und das Eindecken 
der Präparate mit Eukitt. 
 
5.6 Auswertung der Färbungen 
5.6.1 HE-Färbung 
Die histomorphometrische Auswertung der HE-gefärbten Schnitte erfolgte bei 
50facher Vergrößerung mit Hilfe eines Zeiss- Mikroskops. Es wurden zunächst die 
Wundbreiten mit Hilfe eines Längen-Tools vermessen und anschließend die 
epithelialisierten Bereiche ins Verhältnis zur Gesamtwundgröße gesetzt um  
quantitativ den Epithelialisierungsgrad  zu ermitteln, Abb. 5-3. Die Wundgröße wird 
in µm und der Epithelialisierungsgrad prozentual angegeben. Die Detektion des 
Wundbereiches erfolgte nach folgenden Aspekten: fehlende Hautanhangsgebilde, 
geringe/keine Epithelschichtdicke und erhöhte Anzahl an Entzündungszellen. Die 
qualitative Auswertung erfolgte anhand von Mikrophotographien, die mit Hilfe 
eines Zeiss Axiovision Mikroskops mit Photoeinrichtung erstellt wurden. 
 
Abb. 5-3: Histomorphometrische Auswertung des Wundbereiches  




Die Quantifizierung der histologischen Schnitte erfolgte unter 400facher 
Vergrößerung. Pro Präparat wurden 3 Gesichtsfelder ausgewählt, in denen sowohl 
die Gesamtzellzahl der Fibroblasten als auch die Smad2/3- bzw. Smad7-positiv 
gefärbten Zellen ermittelt wurden, Abb. 5-4. Die eruierten Ergebnisse werden 
anhand des Labeling-Indexes ausgewertet, d.h. die positiv gefärbten Zellen 
werden ins Verhältnis zur Gesamtzellzahl gesetzt. 
 
Abb. 5-4: Quantitative Auswertung der positiv gefärbten Zellen 
 
5.6.3 Statistische Auswertung 
Bei den HE-gefärbten Schnitten wurden der Epithelialisierungsgrad und die 
Wundgröße abhängig vom Entnahmezeitpunkt der Probe im primären und 
sekundären Wundheilungsmodell statistisch ausgewertet. Zusätzlich wurden die 
ermittelten Labeling-Indexe für die Proteine Smad2/3 und Smad7 für die primäre 
und sekundäre Wundheilung statistisch evaluiert, um aus diesen Daten ein 
Genexpressionsprofil abzuleiten. Die Zielgrößen wurden als Median erhoben und 
graphisch in Boxplot-Diagrammen dargestellt. Zur Beurteilung der Signifikanz 
wurden die Diskussionsgrößen nicht-parametrisch durch den Mann-Whitney-U-
Test berechnet, wobei p ≤ 0,05 als Signifikanzniveau gewählt wurde. Dieser Wert 
zeigt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit man beim Ablehnen der Nullhypothese 
einen Irrtum begehen würde. Bei der Überprüfung der Zusammenhänge zwischen 
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den einzelnen Parametern wurde eine bivariate Korrelation nach Pearson 
durchgeführt, weil symmetrisch quantitative Variablen vorlagen. Pro Variablenpaar 
wurden im Ausgabefenster 3 Variablen angezeigt: der Korrelationskoeffizient, der 
Umfang der Stichprobe sowie die Irrtumswahrscheinlichkeit. Variablen-
zusammenhänge wurden zur Illustration im Streudiagramm dargestellt.  
 




6.1 Untersuchten Parameter 
6.1.1 Wundbreite und Epithelialisierungsgrad 
6.1.1.1 Qualitative Auswertung 
 
An Tag 3 zeigte sich bei der primären Wundheilung eine geringe Wundbreite, 
wenig Granulationsgewebe  und die Ränder weisen eine dünne Epithelialisierung 
auf, Abb. 6-1. Beim sekundären Wundheilungsmodus hingegen war der 
Wundbereich ausgedehnter, man sah deutlich Entzündungszellen und von den 
Rändern des traumatisierten Bereiches ging keine Bildung neuen Epithels aus, 
Abb. 6-2. 
     
Abb. 6-1: Primärer Wundbereich (Tag 3) Abb. 6-2: Sekundärer Wundbereich (Tag 3) 
 
An Tag 7 wies die primäre Wundheilung im Vergleich zum sekundären 
Heilungsverlauf eine geringere Wundgröße und eine reduzierte Bildung von 
Granulationsgewebe auf, Abb. 6-3. Auch im Vergleich zu den Proben die an Tag 3 
entnommen wurden, zeigte sich die Wundbreite in beiden Modellen deutlich 
verkleinert und war von einer dünnen Epithelschicht bedeckt. Der Wundbereich 
der sekundären Heilung w gekennzeichnet durch Entzündungszellen, Abb. 6-4. 
 




Abb. 6-3: Primärer Wundbereich (Tag 7) Abb. 6-4: Sekundärer Wundbereich (Tag 7) 
 
An Tag 14 war der Wundbereich der primären Heilung im Vergleich zu Tag 3 und 
7 verringert, die Epithelschichtdicke zeigte eine Zunahme. Man sah weder 
Entzündungszellen noch Granulationsgewebe, Abb. 6-5. Im sekundären 
Heilungsmodell zeigte sich ebenfalls eine geschlossene Epitheldecke allerdings 
von geringerer Schichtdicke als bei der primären Wundheilung.  Im Vergleich zu 
den vorherigen Proben an Tag 3 und 7 war im Wundbereich wenig 
Granulationsgewebe vorhanden und man sah keine Entzündungszellen, Abb. 6-6. 
In den traumatisierten Bereichen beider Modelle fehlen Hautanhangsgebilde. 
  
Abb. 6-5: Primärer Wundbereich (Tag 14) Abb. 6-6: Sekundärer Wundbereich (Tag 14) 
 
An Tag 22 zeigten die Wundbereiche beider Modelle eine Epitheldicke, die der 
Schichtdicke unversehrter Haut im Nachbarbereich entsprach, Abb. 6-7 und Abb. 
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6-8. Im sekundären Heilungsverlauf waren noch immer Reste des Granulations-
gewebes erkennbar. Sowohl bei der primären als auch bei der sekundären 
Wundheilung fehlten weiterhin Hautanhangsgebilde. 
  
Abb. 6-7: Primärer Wundbereich (Tag 22) Abb. 6-8: Sekundärer Wundbereich (Tag 22) 
 
An Tag 28 war der Wundbereich in beiden Modellen kaum erkennbar, Abb. 6-9 
und Abb. 6-10. Es zeigte sich eine geschlossene Epitheldecke und Reorganisation 
des subepithelialen Bindegewebes, die Neubildung von Hautanhangsgebilden 
blieb aus. 
  
Abb. 6-9: Primärer Wundbereich (Tag 28) Abb. 6-10: Sekundärer Wundbereich (Tag 28) 
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Abb. 6-11: Wundbreiten des primären und sekundären Modelles 
 
In der Abbildung 6-11 sieht man die Wundbreiten des primären und sekundären 
Modelles vom 3. bis 28. postoperativen Tag. Deutlich wird, dass die Wundbreite 
bei beiden Heilungsmodellen mit jedem späteren Zeitpunkt der Probenentnahme 
sinkt und am letzten Tag der Biopsatgewinnung gegen 0 µm tendiert. Weiterhin 
erkennt man, dass die Mediane der primären Wundheilung an jedem Tag der 
Probenentnahme unter denen des sekundären Modelles liegen. An Tag 7 beträgt 
der Signifikanzwert p = 0,039 und liegt damit unter dem 0,05-Niveau d.h. die 
Mediane des primären und sekundären Modelles unterscheiden sich an dem Tag 






         *signifikant für p < 0,05
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Tab. 6-1: Wundbreiten des primären und sekundären Modells und deren Signifikanzen 





Tag 3 456,32 665,64 0,222 
Tag 7 397,74 628,52   0,039 * 
Tag 14 303,73 345,65 0,699 
Tag 22 251,22 298,90 0,686 
Tag 28 62,50 164,67 0,333 




Abb. 6-12: Reepithelialisierung des primären und sekundären Modelles 
 
Die Abbildung 6-12 zeigt den Grad der Epithelialisierung der primären und 
sekundären Wundheilung für die 28 Tage postoperativ. Für beide Wundheilungs-
modelle gilt, dass mit jedem späteren Zeitpunkt der Probenentnahme die 
Epithelbildung zunimmt. Deutlich wird allerdings, dass beim primären 
primär
sekundär
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Heilungsverlauf die Wunde bereits am 7. Tag eine vollständige Epitheldecke 
aufwies, beim sekundären Modell erst am 22. Tag. In Tabelle 6-2 sind die 
einzelnen Werte im Detail aufgeführt. Signifikante Zusammenhänge konnten nicht 
nachgewiesen werden. 
Tab. 6-2: Epithelbildung des primären und sekundären Modelles und deren Signifikanzen                   





Tag 3 37,30 0,00 0,113 
Tag 7 100,00 74,95 0,128 
Tag 14 100,00 85,55 0,485 
Tag 22 100,00 100,00 1 
Tag 28 100,00 100,00 1 
 
6.1.2 Smad 2/3 
6.1.2.1 Qualitative Auswertung 
Tag 3 
  










Abb. 6-15: Primäre WH (Smad2/3 gefärbt) Abb. 6-16: Sekundäre WH (Smad2/3 gefärbt) 
Tag 14 
  
Abb. 6-17: Primäre WH (Smad2/3 gefärbt) Abb. 6-18: Sekundäre WH (Smad2/3 gefärbt) 
Tag 22 
  
Abb. 6-19: Primäre WH (Smad2/3 gefärbt) Abb. 6-20: Sekundäre WH (Smad2/3 gefärbt) 
 





Abb. 6-21: Primäre WH (Smad2/3 gefärbt) Abb. 6-22: Sekundäre WH (Smad2/3 gefärbt) 
Mit jedem späteren Zeitpunkt der Probenentnahme wird sowohl für die primäre als 
auch für die sekundäre Wundheilung deutlich, dass sich der Anteil an Smad2/3-
positiv gefärbten Zellen verringerte, Abb. 6-13 bis Abb. 6-22. Deutliche 
Unterschiede zwischen dem primären und sekundären Modell konnten anhand der 
Mikrophotographien nicht ermittelt werden. 
6.1.2.2 Quantitative Auswertung 
 
 
Abb. 6-23: Smad2/3-Expressionsprofil des primären und sekundären Modelles 
primär
sekundär
* *       * *                * *
           *signifikant für p< 0,05
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Die Abbildung 6-23 zeigt das Smad2/3-Expressionsprofil für den primären und 
sekundären Heilungsverlauf zwischen dem 3. und 28. postoperativen Tag. 
Weiterhin ist der Median der Kontrollen, der bei 0,11 liegt, als Referenzlinie 
eingezeichnet. In beiden Modellen sank der Labeling-Index über den Zeitraum der 
Regeneration, bis am 28. postoperativen Tag der Wert der Kontrollhäute erreicht 
wurde. Am 3., 7. und 14. Tag lag der Signifikanzwert unter dem 0,05-Niveau, d.h. 
es bestand sowohl zwischen den Medianen der primären Wundheilung/Kontrolle 
als auch zwischen den Medianen der sekundären Wundheilung/Kontrolle ein 
signifikanter Zusammenhang. Die einzelnen Ergebnisse sind in Tabelle 6-3 und 
Tabelle 6-4  aufgeführt. 
Tab. 6-3: Smad2/3-Labeling-Index für die primäre und sekundäre Wundheilung 
 Median Smad2/3         
primäre WH 
Median Smad2/3  
sekundäre WH 
Tag 3 0,43 0,36 
Tag 7 0,40 0,37 
Tag 14 0,29 0,26 
Tag 22 0,26 0,24 
Tag 28 0,11 0,11 
 
Tab. 6-4: Signifikanzen des primären und sekundären WH-Modell und der Kontrollhäute 
 Signifikanz     
primär-sekundär 




Tag 3 0,161   0,000 *   0,000 * 
Tag 7 0,242   0,000 *    0,000 * 
Tag 14 0,589   0,000 *   0,010 * 
Tag 22 0,686 0,057 0,114 
Tag 28 1 - - 
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6.1.3 Smad 7 
6.1.3.1 Qualitative Auswertung 
Tag 3 
  
Abb. 6-24: Primäre WH (Smad7 gefärbt) Abb. 6-25: Sekundäre WH (Smad7 gefärbt) 
Tag 7 
  
Abb. 6-26: Primäre WH (Smad7 gefärbt) Abb. 6-27: Sekundäre WH (Smad7 gefärbt) 
Tag 14 
  
Abb. 6-28: Primäre WH (Smad7 gefärbt) Abb. 6-29: Sekundäre WH (Smad7 gefärbt) 





Abb. 6-30: Primäre WH (Smad7 gefärbt) Abb. 6-31: Sekundäre WH (Smad7 gefärbt) 
Tag 28 
  
Abb. 6-32: Primäre WH (Smad7 gefärbt) Abb. 6-33: Sekundäre WH (Smad7 gefärbt) 
Tendenziell lässt sich zusammenfassen, dass der Anteil Smad7-positiv gefärbter 
Zellen über den postoperativen Zeitraum von 28 Tagen abnahm, d.h. der 
Labeling-Index wurde kleiner, Abb. 6-24 bis Abb. 6-33. Konkrete Unterschiede 
sind anhand der Mikrophotographien nicht erkennbar, können aber der 




____________________________________________________________     Ergebnisse 
31 
 
6.1.3.2 Quantitative Auswertung 
 
 
Abb. 6-34: Smad7-Expressionsprofil des primären und sekundären Modelles 
Die Abbildung 6-34 zeigt das Smad7-Expressionsprofil für das primäre und 
sekundäre Heilungsmodell zwischen dem 3. und 28. postoperativen Tag. Darüber 
hinaus ist der Median der Kontrollen, der bei 0,10 liegt, als Referenzlinie 
eingezeichnet. Deutlich wird, dass in beiden Modellen der Anteil positiv gefärbter 
Zellen zunächst stieg und am 7. Tag sein Maximum erreichte. Im Anschluss sank 
der Index, bis am 28. Tag der Wert der Kontrollhäute erreicht wurde. Am 3., 7. und 
14. Tag lag der Signifikanzwert unter dem 0,05-Niveau, d.h. es bestand sowohl 
zwischen den Medianen der primären Wundheilung/Kontrolle als auch zwischen 
den Medianen der sekundären Wundheilung/Kontrolle ein signifikanter 







* *        * *               * *
          *signifikant für p< 0,05
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Tab. 6-5: Smad7-Labeling-Index für die primäre und sekundäre Wundheilung 
 Median Smad7         
primäre WH 
Median Smad7  sekundäre 
WH 
Tag 3 0,35 0,36 
Tag 7 0,37 0,38 
Tag 14 0,28 0,29 
Tag 22 0,27 0,27 
Tag 28 0,10 0,10 
 
Tab. 6-6: Signifikanzen des primären und sekundären WH-Modell und der Kontrollhäute 
 Signifikanz     
primär-sekundär 




Tag 3 0,387   0,000 *   0,000 * 
Tag 7 0,630   0,000 *    0,000 * 
Tag 14 0,937   0,000 *   0,010 * 
Tag 22 0,886 0,057 0,057 
Tag 28 1 - - 
* signifikant für p ≤ 0,05 
 
6.2 Auswertung  
6.2.1 Fragestellung 1 
Im Zuge dieser Fragestellung sollte geklärt werden, ob Zusammenhänge zwischen 
dem Ausmaß des Operationstraumas und dem Expressionsprofil des Smad7-
Moleküles bestehen. Tabelle 6-7 zeigt die Korrelationen zwischen Smad7-
Labeling-Index und Wundgröße für das primäre und sekundäre Heilungsmodell. 
Tab. 6-7: Korrelation nach Pearson zwischen der Wundbreite und dem Smad7-LI 
 LI Smad7 - Wundbreite 
primär 
LI Smad7 - Wundbreite 
sekundär 
N 33 33 
Korrelation 0,344 0,474 
Signifikanz 0,050 0,005 
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Die Korrelationen sind in beiden Heilungsverläufen positiv und die 
Signifikanzwerte liegen unterhalb des 0,05-Niveaus, d.h. es kann von einem 
signifikanten Zusammenhang zwischen dem Smad7-Expressionsprofil und der 
Wundgröße ausgegangen werden. Zur Veranschaulichung werden beide 
Korrelationen in einem einfachen Streudiagramm dargestellt, Abb. 6-35 und 6-36.  
 
Abb. 6-35: Korrelation zwischen Wundbreite und Smad7-LI im primären Modell 
 
































R-Quadrat linear = 0,225
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6.2.2 Fragestellung 2 
Diese Frage untersuchte Zusammenhänge zwischen dem Ausmaß des 
chirurgischen Traumas und aktivierter Smad2/3-Komplexe. In Tabelle 6-8 sind die 
Korrelationen zwischen dem Smad2/3-Labeling-Index und der Wundgröße für das 
primäre und sekundäre Heilungsmodell aufgeführt.  
Tab. 6-8: Korrelation nach Pearson zwischen der Wundbreite und dem Smad2/3-LI 
 LI Smad2/3 - Wundbreite 
primär 
LI Smad2/3 - Wundbreite 
sekundär 
N 33 33 
Korrelation 0,357 0,457 
Signifikanz 0,041 0,008 
Beide Heilungsverläufe weisen eine positive Korrelation auf und die 
Signifikanzwerte liegen unterhalb des 0,05-Niveaus, d.h. es konnte ein 
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Smad2/3-Expressionsprofil und der 
Wund-ausdehnung nachgewiesen werden. Zur besseren Illustration werden beide 
Korrelationen in einem einfachen Streudiagramm dargestellt, Abb. 6-37 und 6-38.  
 

















R-Quadrat linear = 0,127




Abb. 6-38: Korrelation zwischen Wundbreite und Smad2/3-LI im sekundären Modell 
 
6.2.3 Fragestellung 3 
Diese Fragestellung überprüfte, ob Verbindungen zwischen der heilungs-
assoziierten Reepithelialisierung und dem Smad7 bzw. Smad2/3-Profil bestehen. 
In Tabelle 6-9 sind zunächst die Korrelationen zwischen dem Smad7-Labeling-
Index und dem Epithelialisierungsgrad für das primäre und sekundäre 
Heilungsmodell aufgeführt.  
Tab. 6-9: Korrelation nach Pearson zwischen der Epithelialisierung und dem Smad7-LI 
 LI Smad7 – Epithel     
primär 
LI Smad7 – Epithel  
sekundär 
N 33 33 
Korrelation - 0,289 - 0,371 
Signifikanz   0,103   0,033 
Die Korrelationen sind in beiden Heilungsverläufen negativ. Im sekundären 
Wundheilungsmodell liegt der Signifikanzwert unterhalb des 0,05-Niveaus, d.h. die 
Korrelation zwischen dem Smad7-Expressionsprofil und dem Epithelialisierungs-















R-Quadrat linear = 0,209
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p ≤ 0,05 überschritten, somit kann ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem 
Smad7-Labeling-Index und der Epithelialisierung ausgeschlossen werden. Die 
Darstellung der Ergebnisse erfolgt in einem einfachen Streudiagramm, Abb. 6-39 
und Abb. 6-40. 
 
Abb. 6-39: Korrelation zwischen Epithelialisierung und Smad7-LI im primären Modell 
 
































R-Quadrat linear = 0,138
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In Tabelle 6-10 sind die Korrelationen zwischen dem Smad2/3-Labeling-Index und 
dem Epithelialisierungsgrad für das primäre und sekundäre Heilungsmodell 
ersichtlich.  
Tab. 6-10: Korrelation nach Pearson zwischen der Epithelialisierung und dem Smad2/3-LI 
 LI Smad2/3 – Epithel     
primär 
LI Smad2/3 – Epithel  
sekundär 
N 33 33 
Korrelation - 0,151 - 0,520 
Signifikanz   0,402   0,002 
Die beiden Wundheilungsmodelle weisen eine negative Korrelation auf. Im 
sekundären Wundheilungsmodell liegt der Signifikanzwert unterhalb des 0,05-
Niveaus, d.h. die Korrelation zwischen dem Smad2/3-Expressionsprofil und dem 
Epithelialisierungsgrad ist signifikant. Beim primären Modus wird das gewählte 
Signifikanzniveau von p ≤ 0,05 überschritten, somit gilt der Zusammenhang 
zwischen dem Smad2/3-Labeling-Index und der Epithelialisierung als nicht 
signifikant. Zur Veranschaulichung der Resultate dienen einfache 
Streudiagramme, Abb. 6-41 und 6-42.  
 

















R-Quadrat linear = 0,023




Abb. 6-42: Korrelation zwischen Epithelialisierung und Smad2/3-LI im sekundären Modell 
 
6.2.4 Fragestellung 4 
Im Zuge dieser Fragestellung sollte geklärt werden, ob zwischen der Wundgröße 
und der Reepithelialisierung ein Zusammenhang besteht. In Tabelle 6-11 sind die 
Korrelationen für das primäre und sekundäre Heilungsmodell dargestellt. 





N 33 33 
Korrelation - 0,192 - 0,431 
Signifikanz   0,285   0,012 
Die Korrelationen sind in beiden Heilungsverläufen negativ. Im sekundären 
Wundheilungsmodell liegt der Signifikanzwert unterhalb des 0,05-Niveaus, d.h. die 
Korrelation zwischen der Wundfläche und dem Epithelialisierungsgrad ist 
signifikant. Beim primären Modus wird das gewählte Signifikanzniveau von p ≤ 
0,05 überschritten. Somit kann ein signifikanter Zusammenhang zwischen der 
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der Ergebnisse erfolgt in einem einfachen Streudiagramm, Abb. 6-43 und Abb. 6-
44. 
  
Abb. 6-43: Korrelation zwischen Epithelialisierung und Wundbreite im primären Modell 
 
































R-Quadrat linear = 0,186
____________________________________________________________     Ergebnisse 
40 
 
6.2.5 Fragestellung 5 
In diesem Abschnitt wurde zusätzlich geprüft, ob zwischen dem Smad7- und 
Smad2/3- Expressionsprofil Zusammenhänge bestehen. In Tabelle 6-12 sind die 
Korrelationen für das primäre und sekundäre Heilungsmodell aufgeführt. 
 Tab. 6-12: Korrelation nach Pearson zwischen Smad7-LI und Smad2/3-LI 
 Smad7-Smad2/3        
primär 
Smad7-Smad2/3    
sekundär 
N 33 33 
Korrelation 0,468 0,590 
Signifikanz 0,006 0,000 
Die Korrelationen sind in beiden Heilungsverläufen positiv und die 
Signifikanzwerte liegen unterhalb des 0,05-Niveaus, d.h. es kann von einem 
signifikanten Zusammenhang zwischen dem Smad7-Expressionsprofil und 
Smad2/3-Expressionsprofil ausgegangen werden. Zur Veranschaulichung werden 
beide Korrelationen in einem einfachen Streudiagramm dargestellt, Abb. 6-45 und 
Abb. 6-46. 
 















R-Quadrat linear = 0,219































7.1 Interpretation der Ergebnisse 
Die hohe Relevanz von Wundheilungsstörungen und die daraus resultierende 
sozioökonomische Belastung des Gesundheitssystems erfordert ein adäquates 
Therapiekonzept. Wie auch bei anderen Erkrankungen steht eine vollständige 
Genesung und schnelle Rehabilitation der Patienten im Mittelpunkt, um Kosten zu 
sparen und um die Beeinträchtigungen der Patienten zu minimieren. In der 
gegenwärtigen Studie war von primärem Interesse darzustellen, inwieweit die 
heilungsassoziierte Wundkontraktion von der Funktion TGF-betas und der 
Reepithelialisierung während der Wundheilung beeinflusst wird und ob 
Unterschiede im Expressionsprofil der Smad-Proteine zwischen primären und 
sekundären Wundheilungsmodell existieren. In dieser Untersuchung wurde die 
Aktivität von TGF-beta indirekt über dessen intrazelluläre Mediatoren Smad2/3 
und Smad7 ermittelt, da Feng et al. bereits 2005 belegten, dass TGF-beta 1 das 
alpha-SMA über den Smad-Pathway aktiviert (Feng und Derynck 2005). Als 
Indikator für die Myofibroblastentätigkeit dient die histomorphometrische 
Auswertung der Wundbreite.  
In dieser Untersuchung nimmt die Wundbreite sowohl im primären als auch im 
sekundären Wundbereich mit jedem späteren Zeitpunkt der Probenentnahme ab 
(Tabelle 6-1). TGF-beta und die Spannung der Wundumgebung fördern die 
Differenzierung von Myofibroblasten (Tomasek et al. 2002, Werner und Grose 
2003). Die anhaltende Aktivität dieser kontraktilen Zellen führt dann sukzessiv zu 
einer Reduzierung der Wundbreite (Hinz et al. 2001b). Die Zugspannung stellte in 
der gegenwärtigen Studie kein Untersuchungsparameter dar, aber die Ergebnisse 
bestätigen gleichwohl den Zusammenhang zwischen Wundkontraktion und TGF-
beta-Aktivität (Tabelle 6-8). Besonders an den postoperativen Tagen 3, 7 und 14 
konnte ein gestiegener Smad2/3-Spiegel in den primären und sekundären Proben 
nachgewiesen werden, der im Vergleich zu den Kontrollhäuten signifikant höher ist 
(Tabelle 6-4). Die Werte lassen vermuten, dass TGF-beta die Wundkontraktion 
fördert, aber sie lassen keine Rückschlüsse zu, ob weitere Faktoren zur Reduktion 
der Wunde beigetragen haben. Bereits frühere Studien zeigten, dass auch andere 




Wundkontraktion wirken können. Es ist allerdings unklar, ob sie die Funktion TGF-
betas forcieren oder die Spannung im Bereich der Wunde verändern (Bogatkevich 
et al. 2003, Shephard et al. 2004a, Shi-Wen et al. 2004, Swaney et al. 2005). 
Vergleicht man die Wundbreiten der offenen und geschlossenen Wundheilung 
miteinander, dann liegen die Mediane der sekundären Wundheilung an jedem Tag 
der Probenentnahme über denen des primären Modelles. Ein signifikanter 
Unterschied konnte ausschließlich für Tag 7 nachgewiesen werden (Tabelle 6-1). 
Eine Erklärung für diese leicht verzögerte Wundkontraktion könnte der im 
Vergleich zum primären Heilungsmodus reduzierte Smad2/3-Level sein, der eine 
herabgesetzte TGF-beta-Aktivität widerspiegelt (Tabelle 6-3). Der Smad2/3-
Labeling-Index war im sekundären Modell zwar niedriger als im primären 
Heilungsmodus, signifikante Unterschiede waren allerdings nicht nachweisbar. 
Andere Einflussgrößen wie eine erhöhte Entzündungsantwort aufgrund von 
Verunreinigungen oder die Bedingungen in der Wundumgebung (z.B. Spannung, 
Sauerstoffgehalt) könnten ebenfalls Ursache einer verzögerten Wundkontraktion 
im sekundären Modell sein (Klinger et al. 2011).  
Die Wundkontraktion trägt entscheidend dazu bei, dass sich im Laufe der 
Wundheilung die Wundränder annähern. Normalerweise sterben die 
Myofibroblasten nach Verschluss des Gewebes den programmierten Zelltod. 
Bleibt die Apoptose allerdings aus oder der TGF-beta-Spiegel dauerhaft erhöht, 
sind hypertrophe Narben und Fibrosen die Folge (Desmouliere et al. 1995, 
Nedelec et al. 2000). Die Ergebnisse von Moulin et al. bestätigen, dass 
Myofibroblasten in hypertrophen Narben weniger sensibel auf den 
Apoptoseinduktor Bax reagieren (Moulin et al. 2004). Eine mögliche Ursache 
könnte der in Narben stark erhöhte TGF-beta-Spiegel sein (Ghahary et al. 1993, 
Lin et al. 1995). Um eine anhaltende Aktivität zu vermeiden, sinkt während der 
physiologischen Wundheilung die TGF-beta-Aktivität. Diese Aktivitätsreduktion 
fördert die Proliferation der Keratinozyten, die dann zeitgerecht Interleukin-1 
sezernieren. IL-1 antagonisiert die TGF-beta1-vermittelte alpha-SMA-Expression. 
Dadurch stagniert die Wundkontraktion und Narben werden vermieden (Kanangat 
et al. 2006, Shephard et al. 2004a). Diesen Zusammenhang geben auch die 




sekundäre Wundheilung konnte eine positive Korrelation zwischen der Wundbreite 
und dem Smad2/3-Expressionsprofil (primär 0,357/ sekundär 0,457) nach-
gewiesen werden, die auf dem Niveau von p ≤ 0,05 für die sekundäre 
Wundheilung als statistisch signifikant gilt (Tab. 6-8). Das bedeutet, dass zu 
Beginn der Heilung bei großen Wundflächen auch mit einem hohen TGF-beta-
Spiegel zu rechnen ist und dass mit reduzierter TGF-beta-Aktivität die 
Wundkontraktion in geringerem Ausmaß stattfindet, weil die Epithelialisierung 
voranschreitet. Da TGF-beta über die Epithelialisierung indirekt auf die 
Myofibroblastentätigkeit wirkt, war der Epithelialisierungsgrad ebenfalls 
Gegenstand dieser Untersuchung. Ab dem 7. Tag im primären beziehungsweise 
ab dem 22. Tag im sekundären Modell weisen die Wunden einen  
Epithelialisierungsgrad von fast 100 Prozent auf (Tab. 6-2). Die Korrelation 
zwischen Epithelialisierung und Smad2/3 ist in beiden Heilungsvarianten negativ 
(primär -0,151/ sekundär -0,520), allerdings ist nur im sekundären Heilungsverlauf 
ein signifikanter Zusammenhang nachweisbar (Tab. 6-10). Hieraus lässt sich 
ableiten, dass mit sinkendem Smad2/3-Labeling-Index die Keratinozytenaktivität 
zunimmt und der Epithelialisierungsgrad steigt. Diese Bildung der Epitheldecke 
führt, eventuell über den zuvor erwähnten Interleukin-1-abhängigen Mechanismus, 
zu einer reduzierten Myofibroblastentätigkeit. Daher sind weniger Narben zu 
erwarten. Untersucht man den Zusammenhang Epithelialisierung-Wundbreite, 
besteht ebenfalls eine negative Korrelation im offenen und geschlossenen 
Heilungsmodus (primär -0,192/ sekundär -0,431). Dieser Zusammenhang ist 
ausschließlich für das sekundäre Modell auf dem Niveau von p ≤ 0,05 statistisch 
signifikant (Tab. 6-11). Alles in allem bestätigen die Ergebnisse die Annahme, 
dass TGF-beta mittels seiner intrazellulären Mediatoren (Smad2/3) positiv auf die 
Wundkontraktion wirkt und dass mit steigender Reepithelialisierung eine 
anhaltende Myofibroblastenfunktion unterdrückt wird. Das die Unterbrechung der 
TGF-beta-Signalkaskade durch IL-1 provoziert wird ist allenfalls eine Vermutung 
und lässt sich anhand der untersuchten Parameter nicht bestätigen.  
Einen weiteren wichtigen Parameter dieser Studie stellt das Smad7- Molekül dar, 
das über die Inhibition der R-Smad-Aktivierung eine Down-Regulation von TGF-




besonders an Tag 7 hohe Werte aufweist (Tab. 6-5). Smad2/3 hingegen hat sein 
Aktivitätsmaximum bereits an Tag 3 (Tab. 6-3). Diese Unterschiede im 
Expressionsprofil von Smad2/3 und Smad7 führen wiederum zu einer 
unterschiedlichen TGF-beta-Aktivität. Zu Beginn der Heilung ist ein hoher TGF-
beta-Level sinnvoll, denn TGF-beta zieht Entzündungszellen zur Reinigung der 
Wunde und Fibroblasten zur Apposition von EZM an (Narayanan et al. 1989, Wahl 
et al. 1987).  Diese Vorgänge stärken insbesondere die Festigkeit der Wunde 
(Brown et al. 1988). Im späteren Verlauf der Wundheilung muss allerdings eine 
Unterbrechung der Signalweiterleitung erfolgen, damit eine Reepithelialisierung 
der Wunde ermöglicht wird und eine weitere Wundkontraktion ausbleibt. TGF-beta 
fördert zwar die Reifung der Keratinozyten, die Proliferation dieser Zellen wird 
allerdings bei hoher TGF-beta-Aktivität unterdrückt (Mansbridge und Hanawalt 
1988). Andere Studien bestätigen ebenfalls, dass sich eine Blockade der TGF-
beta-Rezeptoren oder die Deletion des R-Smads 3 (Smad-3-KO) positiv auf die 
Reepithelialisierung auswirken und die Wundheilung beschleunigen (Amendt et al. 
2002, Ashcroft et al. 1999). Die Ergebnisse der gegenwärtigen Untersuchung 
zeigen, dass in den Proben von Tag 7 der Smad7-Spiegel am Höchsten ist und 
dass an jedem darauffolgenden Tag der Biopsatgewinnung die Smad7-Aktivität 
geringer ausfällt (Tab. 6-5). Demzufolge werden während der Proliferationsphase 
die TGF-beta Signale blockiert  und es kann verstärkt die Bildung einer 
Epitheldecke erfolgen. Beide Smad-Proteine (Smad2/3 und Smad7) weisen zu 
späteren Zeitpunkten der Probenentnahme (Tag 14, 22 und 28) einen geringeren 
Spiegel als an Tag 3 und 7 auf.  In den Proben des 28. postoperativen Tages sind 
die Werte ähnlich denen  der Kontrollhäute (Tab. 6-3 und Tab. 6-5). Das zeigt, 
dass die Wundheilung im Wesentlichen abgeschlossen ist und eine weitere 
Aktivität der Zytokine und intrazellulären Mediatoren nicht erforderlich ist. 
Signifikante Unterschiede zwischen dem Smad7-Labeling-Index der primären und 
sekundären Wundheilung sind nicht nachweisbar. An Tag 3, 7 und 14 sind die 
Werte des offenen und geschlossenen Modelles allerdings signifikant höher als 
die der Kontrollhäute (p ≤ 0,05) (Tab. 6-6). Die Werte weisen also eine gesteigerte 
Aktivität im Vergleich zur unverwundeten Haut auf. Im Zuge der Untersuchung 
wurden außerdem statistisch signifikante, positive Korrelationen zwischen dem 




eine negative Korrelation zwischen dem Smad7-Labeling-Index und der 
Epithelialisierung (sekundär -0,374) im offenen Modell nachgewiesen (Tab. 6-7 
und Tab. 6-9). Die Korrelationen sagen aus, dass mit sinkendem Smad7-Labeling-
Index auch die Wundfläche weiter abnahm und die Epithelialisierung zunahm. 
Dieses Ergebnis widerspricht den zuvor erwähnten Zusammenhängen. Vermutlich 
liegt es daran, dass das Zeitintervall der Probenentnahme unglücklich gewählt 
wurde und hauptsächlich die Down-Regulation widerspiegelt, die generell am 
Ende jeder Wundheilung steht und neben Smad7 auch andere intrazelluläre 
Mediatoren betrifft. Weitere Probenentnahmen um Tag 7 herum, an dem Smad7 
sein Maximum hat, würden den Anstieg der I-Smad-Aktivität wahrscheinlich 
besser darstellen und hätten vermutlich zu einem anderen Ergebnis geführt.  
Weiterhin war von Interesse, ob zwischen den Expressionsprofilen von Smad2/3 
und Smad7 Verknüpfungen bestehen. Sowohl für das primäre als auch für das 
sekundäre Modell konnten statistisch signifikante positive Korrelationen (primär 
0,468/ sekundär 0,590) nachgewiesen werden (Tab. 6-12). Diese Werte sind 
allerdings wenig aussagekräftig, da beide Expressionsprofile vor allem die 
Abnahme der Aktivität ab Tag 7 demonstrieren. Auch hier wäre es günstiger das 
Zeitintervall der Probenentnahme zu Beginn der Wundheilung enger zu stecken, 
denn gerade in den ersten Stunden nach Verletzung erfolgt die Aktivierung vieler 
Heilungsmechanismen. Erst dadurch erhält man ein konkretes Expressionsprofil, 
das einen Vergleich zwischen R-Smad und I-Smad erlaubt.  
 
7.2 Methodenkritik 
Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden zur Untersuchung von Wundheilungs-
vorgängen 55 Ratten des Inzucht-Stammes C57/BL6 Jax verwendet. Dabei muss 
beachtet werden, dass Ratten eine 4-6fach höhere Stoffwechselrate als der 
Mensch aufweisen und daher Untersuchungsergebnisse nur bedingt übertragbar 
sind (Waynforth und Flecknell 1992). Um eine gewisse Vergleichbarkeit zwischen 
den Versuchstieren zu gewährleisten, wurden sie unter standardisierten 
Bedingungen gehalten. Die Anzahl der Versuchstiere weist allerdings an den 




Ungenauigkeiten sollte die Probenmenge einander entsprechen und möglichst 
groß gewählt werden. Im Zuge der Ergebnisauswertung gestaltete es sich 
schwierig anhand der gesammelten Daten ein exaktes Expressionsprofil der 
Smad2/3- und Smad7-Proteine zu erstellen. Daher sollte in folgenden 
Untersuchungen das Zeitintervall der Probenentnahme enger gesteckt werden. 
Um Beeinträchtigungen des Färbeergebnisses zu vermeiden wurden die Schnitte 
besonders sorgfältig aufbereitet (z.B. möglichst geringe Schichtdicke, 
Demaskierung durch Trypsin). Obwohl die ABC (Avidin-Biotin-Komplex)-Methode 
im Vergleich zu anderen Verfahren eine hohe Sensitivität aufweist, sind mit dieser 
Analyse auch Nachteile verbunden (Hsu et al. 1981). Es ist nicht möglich zur 
Signalverstärkung eine Wiederholung durchzuführen und die großen Moleküle der 
ABC-Methode können sterische Hinderungen verursachen, die ein positives 
Signal undeutlich werden lassen. Weiterhin ist eine quantitative Aussage über die 
Proteinmenge nicht möglich. Das Verfahren gibt nur den Expressionsgrad wieder, 
der mittels Labeling-Index vergleichend interpretiert wurde. Außerdem erfolgen die 
Wechselwirkungen zwischen den Antigenen und Antikörpern in Abhängigkeit von 
Konzentrationen, sodass die Immunhistochemie zur alleinigen Quantifizierung 
nicht ausreicht. Zusätzlich wäre das Durchführen von DNA/RNA-Analysen 
sinnvoll. Trotz aller Bemühungen um Objektivität unterliegen die Beurteilung 
immunhistochemischer Färbungen und die histomorphometrische Auswertung 
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8 Schlussfolgerungen und Ausblick 
Die Wundheilung stellt einen fundamentalen Mechanismus für das Überleben des 
menschlichen Organismus dar. Wünschenswert wäre in jedem Fall eine 
Regeneration des Defektes durch einen gleichwertigen Gewebeersatz (restitutio 
ad integrum). Ziel der vorliegenden Studie war die heilungsassoziierte 
Wundkontraktion und ihre Einflussgrößen im Zusammenhang zu betrachten und 
Unterschiede zwischen der primären und sekundären Wundheilungsvariante 
aufzudecken. Die Ergebnisse zeigen, dass die Immunhistochemie zum 
intrazellulären Proteinnachweis und die Histomorphometrie wertvolle 
Untersuchungsmethoden sind. Dadurch konnte nachgewiesen werden, dass die 
Aktivität der Myofibroblasten von dem TGF-beta-Spiegel und dem Fortschreiten 
der Epithelialisierung abhängig ist. Ziel weiterführender Studien könnte es sein, 
die Zugspannung als Parameter zu ergänzen um das Wechselspiel der drei 
Einflussgrößen (TGF-beta, Epithelialisierung, mechanische Umgebung) in der 
Gesamtheit zu erfassen. Die gewonnen Daten zeigen, dass Wunden, die der 
freien Granulation überlassen werden, verzögert heilen d.h. Wundkontraktion und 
Epithelialisierung finden später statt. Da signifikante Unterschiede zwischen 
beiden Heilungsverläufen weder im Smad2/3- noch im Smad7- Expressionsprofil 
nachgewiesen werden konnten, gibt es wahrscheinlich andere Ursachen. Denkbar 
wären voneinander abweichende Bedingungen in der Wundumgebung wie z.B. 
Sauerstoffgehalt, Bakterienanzahl oder mechanische Spannung. Diese Parameter 
könnten Bestandteil zukünftiger Studien sein. Weiterhin wäre es wichtig in 
folgenden Untersuchungen das TGF-beta-Molekül direkt nachzuweisen, da es 
neben dem Smad-Pathway auch über verschiedene non-Smad-Pathways aktiviert 
werden kann (Hocevar et al. 1999). Ein weiterer Vorteil wäre, dass man auf RNA-
Ebene die verschiedenen Isoformen TGF-betas und deren Effekte getrennt 
voneinander betrachten könnte. Shah et al. bewiesen in ihren Studien, dass die 
verschiedenen TGF-beta- Moleküle unterschiedlichen Einfluss auf die Ausbildung 
von Narben besitzen (Shah et al. 1994, Shah et al. 1995). 
Die Ergebnisse zeigen, dass die Betrachtung des TGF-beta-Aktivitätslevels 
unerlässlich für die Entwicklung einer antifibrotischen Therapie ist. Um in Zukunft 
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allerdings Medikamente und Therapieansätze zur Vermeidung von Narben und 
chronischen Wunden zu entwickeln, muss die Komplexität der Zytokin-
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